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J*© Resistenzgen gegen Phosphinothricin und seine Verwendung. 



in 

^^^1 viridochromoqenes DSM 4112 gegen Phosphinothricyi-alanyl-alanin 
«£IIL-i ha,t . t m r JJ'T^^ Se,ektant0n - Aus der Gesamt-DNA dieser Selektanten erhSIt man durch 
©Schne.den mi gam HI. Klon.eren eines 4,0 kb groflen Fragments und Selektion auf PTT-Resistenz das DNA- 
fcS^X^^ P n h0Sp " in0t, ?: iC ' n ( p TC)-Resistenzgen tragt. Dieses ist zur Herste.lung PTC-resistenter 
^7rr Z:- ? Resistenz-Marker sowie zur selektiven N-Acetylierung der L-Form von racemischem 

rrc geeignet. 
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Resistenzgen gegen Phosphinothricin und seine Verwendung 

DTr Ph ° Sphin °* hricin < PTC - 2-Amino-4-methylphosphinobutter S aure) ist ein Glutaminsynthetase-lnhibitor 
PTC .st ein Baustein" des Antibiotikums Phosphinothricyl-alanyl-alanin. Dieses Tripeptid (PTT) ist akfiv 
gegen Gram-positive und Gram-negative Bakterien und auch gegen den Pilz Botrytis cinerea (Bayer et al 
ZZf&nfJSSSS** ^ ^ ^ St3mm ^tomyces viridochTomoqenes TU 4*94 (DSM 

Aus der Deutschen Patentschrift 2 717 440 ist es bekannt. daS PTC als Totalherbizid wirkt In der 
veroffem.,chten PCT-Anmeldung WO 86/02097 sind Pf.anzen beschrieben. deren Resistenz ^egsn PTC 
darauf zuruckzufuhren ,st dafl sie Glutaminsynthetase Oberproduzieren. Seiche Oberprodukt^ beN 
sp elswe.se infolge e.ner Genamplifikation. bergen jedoch die Gefahr der InstabilitSt in sTch Im Falte eZr 
solchen instability ginge also die Oberproduktion an Glutaminsynthetase zurGck uTdtoZZJSZ 
Inhibitorwirkung des PTC kame wieder zum Zuge. Kompetinve 

Die Erfindung. die in den PaterrtansprOchen definiert ist. bezieht sich demgegenQber auf ein Resistenz- 
gen gegen PTC und seine Verwendung zur Herstel.ung PTC-resistenter PffanLn. Daruber Lau k^nn 

l^ZnT, P Res,Sten2 - Marker Verwendung finden. Weiterhin eignet sich das Gen zur seieWvenT 
Acetylierung der L-Form von racemischem PTC. 

Das erfindungsgemafle Resistenzgen gegen PTC ist erhaltlich aus der Gesamt-DNA von auf PTT- 
e^lTTLT Til Stre P t0m V ces viridochromoqenes DSM 4112 durch Schneiden mit BamHI. Klonieren 
ernes 4.0 kb groflen Fragments und Selektion auf PTT-Resistenz. Die Restriktionskarte (Fl^uTl) charakteri- 
siert dieses 4,0 kb-Fragment naher. a ' ww "" wn 

ainn^rf^'r" ^ Teilbereichen dieses 4 kb-Fragmentes wurde die Lage des Codierbereichs naher 
e.ngegrenzt. H.erbe. ze.gte s,ch. dafl das Resistenzgen auf dem 1 .6 kb Sstll-Sstl-Fragment (Positionen 0 55 

Enbau in" *f °T? "T*™ 9 "* » d3S °' 8 kb ^ gewoLeTdTnach 
Bnbau ,n em Plasm,d und Transformation von S. lividans PTT-Resistenz vermittelt. Diese Resistenz ist 
durch die N-Acetylierung von PCT bedingt. 

Die Sequenzierung nach Maxam und Gilbert des 0.8 kb-Fragments ergibt die DNA-Sequenz I (Anhang) 

25* D L°^ en H eSe ; ahm T di8 ! 6r SeqU6nZ ' aBt SiCh die des ^istenzgens erTtteln (ab PoZ 
22L S , »h m eS . n „ S „' ,e9t b6,m vor,etzten der wiedergegeben Nucleotide (Position 806). d. h. das 
letzte Nucleoid (Position 807). ist der Beginn des Stop-Codons 

d as , l d J[ a ^" Seq T Z i ^? " Shine - Da '9arno-Sequenz- durch Unterstreichen hervorgehoben. ebenso 
£ 52 % n ° °l G - ° er mafl 9 eb,iche Leserahmen ist also in der obersten Zeile ausgedruckt. 

di* Si «n TT Z !' 9t ^ Resfrikti0 "sschnittstellen innerhalb des sequenzierten Gens. Enzyme, die 
die Sequenz mehr als sechsmal schneiden. sind nicht angegeben 

B a kt«riL A ? h b j°! i, !rH PTT r. I Wird VO " Bakteri8n auf 9 enommen ""d zu PTC abgebaut. Dieses inhibiert bei 
Bakterien ebenfaMs die Glutaminsynthetase. so dafl die Bakterien an Glutaminmangel sterben. PTT- 
produz.erende Bakterien sollten daher einen Mechanismus besitzen. der sie vor der Wirkung des PTT - 
schutzt. also entweder die Wiederaufnahme des produzierten PTT verhindert Oder eine Modifikation des 
Abbauproduktes PTC ermoglicht. Uberraschenderweise ist der PTT-Produzent S. viridochromooenes DSM 
pl^o er , 999en .? e !T e '? 8neS Antibiotikum sensitiv. Unerwarteterweise gelang el aber. durch Selektion auf 
PTT-Resistenz mit der uberraschend hohen Rate von etwa 10"« Selektanten zu finden. die gegen PTT 
resistent smd und auch das Untergrundwachstum der benachbarten Kolonien unterdrOcken 

o„™iL der h NA diSSer f elektanten wurde eine Ge "bank angelegt. indem die DNA isoliert. mit BamHI 
gespal en und in emen Streptomycetenvektor ligiert wurde. Das Ligationsgemisch wurde in derThin- 
delsublichen Stamm S. hvjdans TK 23 transformiert. wobei je 1 ug Ligationsgemisch etwa 5000 bis 10000 

^P^?!? T« T .' nSe o - V ° n 6tWa 1 WS 5 kb 6rhalten wurden - Unter den Transformanten finden 
InlZT T T • !!^ns- Stam ™- D"rch Isolierung des Plasmids und Retransformation in S. lividans 
konnte geze.gt werden dafl die Resistenz plasmidcodiert ist. Das fur die Resistenz verantwortliche~Ge7 
Si^TV ^f^HI-Fragment (^gur 1). Der Codierbereich ist auf dem 0.8 kb Bglll-Fragment 
Sl^ f f^lH 'Fragment enthalt keine Schnittstellen fur die Enzyme Clal. EcoRI. eSrv. Hindlll, 
Hpal. Kpn l. Pvu I. Pvu ll und Xhol. — — 

Der Vergleich mit der Restriktionskarte eines nicht naher charakterisierten Resistenzgens aus S. 
StTr ft BP-130/ATCC 21705 (Europaische Patentanme.dung mit der 

Veroffentlichungsnummer 0 173 327. Figur 7) zeigt. dafl das erfindungsgemSfle Resistenzgen von dem 
bekannten Gen verschieden ist. welches auf der Suche nach den PTT-Biosynthesegenen gefunden wurde. 
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Durch Inkubation von Zeliextrakten von S. virido^hromooenes d<;m 4119 „„h q ■• 
einerseits und der PTT-resistenten S. )nn6o^r£^S^S > ^ri T §. Jjvjdans TK 23 

iyidans-Transformante andererseits mtt PTC im^SS^ TL T ♦ ' P ,asm,dtra 9^en S. , 

w resistentePflanwnhergestelltworden " ans <°'™w« «nd es kSnnan so PTC- 

werden. racemisches PTC. wie es beispielsweise nach der dm«*JX£ZSZ 2 m 44r> ?^h? T 
in die optischen Antipoden zu trennen indem d a<? n«™ m .» . ? 0 erhalt,| ch "St. 

ausgesetzt wird. wobe'i seiektiv die Tfo Z a?gegrkn V^^TS^^"^ ^ 
so erhaltene Gemisch kann dann aufgrund .STun^^S^ Baenschaftn un . vera ert ^leibt. Das 
•o Weise aufgetrennt werden. unterscn.edl.chen E.genschaften ,n an s.ch bekannter 

Es ist bekannt, N-Acyl-D,L-Aminosauren mit gegebenenfalls tragerfixierten Acvlasen in k™,^ 
bnngen. wobei selektiv die L-Aminosaure freigesetzt wird die aus dam c«rr7«l ? 2U 
Aminosaure nach Ansauern mit nicht wassermischSren Losemitteln 1ZL%Z? « N " AcyW) ' 
Patentscnrift 1 369 462). Eine entsprechende Auftrennung ZTS^T^a^J™" '^"^ 
s Deutschen Offen,egung SS chrift 2 939 269 oder der US-Paltschrift < 226 941 bekann. T *" ^ 

Das erfmdungsgemafl zuruckbleibende D-PCT kann in bekannter w«i«, - 
sche Patentanme,dung mit der Veroffentlichungsnummer (EP-AH 13 "ST ££2I£ Tf? (EUr ° P *- 
Prozefl zurUckgefQhrt werden. * Be,s P ,el 8 ). ur >d dann in den 

Die Isoiierung dss Ei»»"ns int« h^- ,, > :_ *_ : . . . 

Acetyltransferase exprimieren in freW odlr p Racem * ^onnen die Zellen. die die PTC- 

rungsmetho^n An.Luno « t^^^^.^^,^' WObei die ^.ichen Pixie- 

tur). ' " J - J *- AVS -«sn«v,«..-y«ac.irift 3 237 341 und darin zitierte Litera- 

Die erfindungsgemafle enzymatische Acetylieruno von L-PTC erfnint ; n ^ r , - 
zungen ublichen Weise. wobei sich die Verfphln^L „ ^. 9 der fur enzymatische Umset- 

Organismus orientieren * GrunlS: Lm™ T " d8 " Ge 9 ebennei *n des eingesetzten 
nten se.ektiven En^SS^t^"^ d ' eSe,be " Method ° n ** «* * vorstehend gena. 
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Beispiel 1: PTT-resistente Selektanten 

M^^ST^^r,'? Minima.- M edium (Hopwood et a... Genetic 
S. 233) angezoyen u^^TSeSe^Knn f f ' meS Foundation ' No ^h. England (1985). i 
ug/m, wurde pro etwa 10* Kb^JTS^^ Bei — K °«- - J 
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Beispiel 2: Herstellung des Vektors 



75 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



SO 



55 



Patentanme.dung mit der VeroffenXhu g l~ e^STse 2" ntJ^T^?^ 902 

Plasmid pEB2 (Figur 2). 9 8 0 158 201) ''9 ,ert Ma " erhalt das 8,15 kb grofle 

Beispiel 3: Isolierung des Resistenzgens 

Ugationsgemisch wird nach S. lividans TK 23 (errS tlich h^n! . . . Vefem,9t und l ® ert Da * 
wobei je 1 ug Ugationsgemiscl, SOOObTs 10000 T SSSSnS mL£ m n"^ F ° Undati0n) »«■*"•«•* 
werden. Selektion auf PTT-Resistenz ergibt 2 resistente s M^dTnl 7 V ° n etwa 1 " 5 «* fatten 

nommene P.asmid isoliert und mit BamHI geschn^MaTi Slin iTp' *?, J 686 " "** d3S auf ^ 
fOr die Resistenz verantwortliche GeTT^gt. Dieses ^^ ^^^1 f^HI-Fragment. welches das 
Durch Retransformation in S lividans TK 23 kZ^Z J T 8e2e,cnnun 9 pPRI (Rgur 3). 

Beispiel 4: Naehweis der InaMvierung von PTC durch N-AcMylierunc 

SsS^n^T*Sorr 'sr" to ^* «— 

""d S.1iY ld a ! g TK23(pPR1 ) . 2 !m * ttltt *^ n '' (PTT-reslslonB MMante). S. lividans TK23 

Nacn de, a. „„d , mo Mvce, in .fnom' pI.^ ^' ^ ^ndschutttsr insert. 

gemessen. Dabei ergibt sich folgendes Ergebnis: vo ™™*™" PTC-Mengen werden durch HPLC 



Stamm nicht umcresetztes ptp 

eingesetztes PTC 



S. lividans TK23 100% 



S. viridochromoc fenfig 725/ 
(DSM 40736) 

viridochromoaenes 7 y 
Selektante 

S. lividans TK23 (pPRI) 21% 
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DNA-Sequenz I 



^»S.r61yM.ThrLrTr»n»Pr 0 £!£ 0 £^^ 

fl6flTCrS6«GCS«C6TCCT S Mi G r^?SL 5 ^^"?i. y J. h :^:??r?»'- |, ™S.rft 1 . A l a p ro p ro 




AlaThr61 y ProLeuPpoProAroIl.ArouIl£? £ u fc CT I CCCCTSC « T «nTCTCCACGGGCG6TG6 

«.% u £uG n ?r:;; s 0 ^ 

LysAroLeuValSlyPheSerSerTrDUalHisAii^PK J 1? a * Ar 0Ser61yA S pAr 0 TrpArg 
Pr,?r,?hrTrp«ri«r,S«r^ a ?"r|erl.r;!:;h^r r ; A " 61 ""'' S1 'SlnL eu Pr,T y rSI yflJ . 

c 6 ""r cflTGsc6scGGTcTscsAcflTc%T "^ 

"•S-.«^M.T-Gl„S..n. t ? h £^X^^^ 
ArBArgL.u*r B «rQS.rSlyS.rThrSrTrDsIi«l.S^ '£ r ?^ r ? l - eu A I «A'-gA,.,Ar a GlyGly 
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DNA-Sequenz I (F ortsetzung ) 



"rQM.S.rS.rPrc^.S.rProTh^^ 

AGGGCGTCGTCGCCGGCATCGCCTACGCCGGC^^ 

TCCCGCAGCAGCG6CCGTA6CGGATGC6GCCGGGGACCTTCCGGGCG^ 525 

ft^AspAspGlyAlaAspeiyUalGlyAlaGlyProLeuGlvAiru^?, ^* S *^*r*r3Ar~THr$ &r 
ProThrThrAlaProMet AlaAM ^-6*1^^^^ 

ArQCy S ThrSerProThr61yThrS e r61yler£^ 
CGGTGTACGTCTCCCACCGGCACCAGCGGC?CGGA?^GGC?CCACC^ 

6CCACATGCAGA6GGT6GCCGTGGTCGCC6AGCCTSACCCRARrTrcrIcI?;^^ ° TGC ' 6MG1 CC * ' £33 
'"^^^yGlyM.GlyA,.".!^!^^ 

HisUalAsoGlyValProValLeuProGluSerGlnAi-Ki^ci c? ,, , 2, X y^iaSerThrTrpPro 

M.T r pP ro L y5 L.uLeuThrThr«UThr n .,P r o5.rSl y L.uS«r6I y ;2i?i;i^UriSy:s^:i" U 
AGCCTATGTGGCGCGCSCCCTSCBACSMES??^ 75. 




IcrJi? ThrSerSerCy3Ar 0 ProAr 0ProAlaProSer61yProSerHir^ .. 
TCGCGCTGAAGCTCGACGGCCGGGGCGGGGCGGGGCASGCCGGGCAG?^ M? 



^^SerLysSerSerGly^aGlyGl^^;^^^^;^?,:^:' 
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DNA-Sequenz II 

s I A6ATCT6GAGCGACGTCCTGGGGGCCGGTCCG6TGCT6CCCGGGGACGACTTCTTCTCCC 

TCTA6ACCTC6CTGCA6GACCCCC6GCCAGGCCACGACGGGCCCCTGCTGAAGAAGAGG6 

*»***» ****** * ** <* A A 

A 

1 BGLII XHOII. 2 DPNI SAU3A . 5 GSUI , 12 AATII ACYI 13 MAEII 
. 17 APYI ECORII, 2B RSRII . 27 AVAII . 35 BBVI 39 AVAI Nell 
'0 SMAI. 40 NCII, 52 MBOII, 59 MNLI. ' C " 

El TCGGCG6CACCTCCATCTC6GCGTTGCGGGT6GTCTCGCGCATCC6CAAGGAACTCGGC6 
AGCCGCCGTGSA6GTAGA6CCGCAACGCCCACCAGAGCGCGTAG6CGTTCCTTGAGCCGC 



so 
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121 



181 



241 



6B HGICI . 72 MNLI. 97 FNUDII . 100 SFANI , 10) FOKI . 

TGCCACTCCGGCTCGCCGTGATCTTC6AGACGCCGTCCCTSGAAGCG6TGGCCGAATCCG 
ACGGTGAGGCCGAGCGGCACTAGAAGCTCT6CGGCAGGGACCTTCGCCACC6GCTTAGGC 

* A A * A 

122 BGLI, 140 DPNI SAU3A , 142 MBOII, 149 ACYI HGAI TTH111I 
158 APYI ECORII. 1B9 CFRI GDIII. 174 HINFI , 180 RSAI . 

TACTCCGCGAACTGAA6G66AC6TAGTAAAGAGGT6CCCGCCACCC6CTTTC6CAGAACA 
ATGAGGCGCTTGACTTCCCCT6CATCATTTCTCCAC6GGCGGTG6GCGAAA6CGTCTTGT 

* * AAA 

18B FNUDII. 201 MAEII , 211 MNLI. 213 HGICI. 214 SOUI . 

CCGAAGGAAGACCACAC6T6AGCCCAGAACGACGCCCG6TC6AGATCC6TCCC6CCACC6 
66CTTCCTTCTGGT6T6CACTCGG6TCTTGCTGC66GCCAGCTCTAG6CA666CSGT6SC 

Ol/ ** AAAA AA A A 

247 MBOII. 254 AFLIII . 255 PMACI . 25B MAEII. 2B0 H6IJII SDUI 
. 271 ACYI HGAI. 275 NCII. 283 XHOII. 284 BINI DPNI SAU3A . 

301 CC6CCGACATGGCGGCG6TCT6C6ACATCGTCAATCACTACATC6A6ACGASCACG6TCA 
35 GGCG6CTGTACCGCCSCCAGAC6CT6TAGCAGTTA6T6ATGTAGCTCTSCTC6TSCCAGT 

303 BGLI. 308 NLAIII. 324 TTH1 111, 350 H6IAI SDUI. 357 HINCI 

<° 3B 1 ACTTCCGTACGGA6CC6CAGACTCC6CA66AGT6GATC6ACGACCT66AGCGCCTCCA66 

TGAAGGCATGCCTCGGC6TCTGAGGCGTCCTCACCTAGCT6CT6GACCTCGCGGAG6TCC 

3B7 RSAI. 380 HINFI. 394 BINI, 335 DPNI SAU3A , 404 APYI ECOR 
II, 405 GSUI. 409 HAEII. 413 MNLI. 414 GSUI. 416 APYI ECORII 
45 .419 AUAII . 



421 



ACCGCTACCCCTGGCTCGTCGCC6AG6T66AG66C6TCSTCGCCG6CATCGCCTAC6CCG 
TG6C6ATGGGGACCGAGCA6CGGCTCCACCTCCCGCA6CAGC6GCCGTAGCGGATSCGGC 

** ******* A M 

430 APYI ECORII. 444 MNLI. 450 MNLI. 453 ACYI, 454 HGAI \b2 
NAEI. 4BB SFANI. 477 NAEI . ' 

481 6CCCCTGGAA6GCCCGCAACGCCTACGACT6GACCGTCGAGTC6AC66T6TACGTCTCCC 
C6666ACCTTCC6GGCGTT6CGGATGCTGACCT6GCAGCTCA6CTGCCACAT6CAGAGG6 

* A A A A 

'sV^I^S^MAEII AUAI1 ' H1NFI * 521 ACCI HINCI1 SALI ' 
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DNA-Sequenz II (Fortsetzung) 

54 ' ^^^C CCASCSGCTCG5ACTGGSCTCCACCCTCTACA CCCACCTGCTGAASTCCf 
TGGCCGTGGTCGCCGAGCCT6ACCCGAGGTGGGAGATGT6GGTGGACGACTTCA66Tf 

***** 

544 HGICI. B49 NSPBII . 5B3 HGIJII SOUI . 572 MNLI 578 TAGII 
583 BSPMI..595 NCOI STYI . 536 NLAIII. 600 MNLI , ' ' 

TCCB66TCCCSAA6TTCTC6CACCASC66CA6TASCCT6AC666TTSCT6S6CTC6CACS 
805 APYI ECORII, 850 AVAI , 

6S t 6CCTGCACGAGGCGCTCGGATACACCGCGGGC6GGACSCTGCGGGCAGCCGGCTACAAGC 

CGGACGTGCTCCGCGAGCCTATGTGGCGCGCGCCCTGCGAC6CCCGTCGGCCGAT5TTCG 
" " " " - - 

669 MNLI, 871 HAEII, 686 FNUDII. B87 BSSHII ESS FNUP" = 
FNUDII. B95 HGAI. 598 BBV/X . 705 BBVI . 70S NAEI , ? 1 £ TTH ' ! ~f 

721 5? GGGGG ? TGGCACGACGTGGSGTTCTGGCA GCGCGACTTCGAGCTGCCGGCCCCGCCCC 
T6CCCCCGACCGTGCTGCACCCCAAGACCGTCGCGCTGAAGCTCGAC66CCG6GGCGG5G 

BUI.^S^NAE 7 ! 5 MAEI1 ' BBV1, ^ FNUDI1 ' ? " ALUI ' 754 B 

781 SCCCC6TCCB6CCCGTCACACA6ATCT 
CGGGGCAGGCCGGGCAGTGTGTCTAGA 

795 MAEIII. 802 BGLII XHOII, 803 DPNI SAU3A . 



AnsprUche 



PhJ^h e ? Z ? e " 969en Pnos P hinotn ™n (PTC), erhaltlich aus der Gesamt-DNA von auf 

2^23^^r2^t, ,n < PTT) - Resisten2 selektiertem Streptomvces vindochromooenes DSM 4i "i 

2 Ian nt*T — , H '' Kl ° nieren 9in9S 4 '° kb 9r0Ben ^agments und Se.ektion auf PTT-R esistenz. 

^ o»en nach Anspruch 1. gekennzeichnet durch die Restriktionskarte gemaB Rgur 1 

4 v«1^h ^ ru ? 1 Und 2l Sekennzeichnet durch die DNA-Sequenz I (Anhang), Position 258-806. 

4. Verwendung des Gens nach Anspruch 1 bis 3 zur Herstellung PTC-resistenter Sanzen. 

5. Verwendung des Gens nach Anspruch 1 bis 3 als PTT-Resistenz-Marker in Bakterien. 

6. Verwendung des Gens nach Anspruch 1 bis 3 als PTC-Resistenzmarker in Pflanzenzellen. 

schem PTC 9 ™* 1 3 2Uf se,ektiven N-Acetylierung der L-Form von racemi- 

PatentansprUche fur die folgenden Vertragsstaaten: Osterreich und Spanien 

n«t ^r 3 ^ 6 " ZUf ° ev l nnun 9 ei "es Resistenzgens gegen Phosphinothricin (PTC), dadurch gekennzeich- 
stenl* T aU !, d r Gesamt " DNA von au < Phosphinothricyl-a.any.-a.anin PTolfiesistenz se.ektiertem 
te^^M DSM 4112 durch Schneiden mit BarnH. ein 4 0 kb grofles Fragment 
ReSnz setektfert Res,sten2 9 en enthaltendes Teilfra^ent davon kloniert und auf PTT- 
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2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dafl man n a . 
BamHLFragments ge.egene, 0.8 kb grofle BgllJFraBm^wSeT ' " ^ 4 ° kb 9r ° Ben 

Pf,an 2e n VerWendUn9 ^ 1 ° d - 2 -"W^ 3ens 2U r HersteHung PTC-resistenter 

4. Verwendung des nach Anspruch 1 oder 2 erhaltlichen Gens als PTT R««i*t . • 

Form vlr^S^PTC.'' AnSOmC '' ' 2 Wna " liChen Ge " 8 ""*««> N-A=«V,,e™n 9 * L* 
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Fig.l 
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